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論文内容要旨
 ζ緒言】
 GATA転写因子は(A/T)GATA(A/G)という特異的塩基配列を認識し結合する転写因
 子である。はじめにGATA転写因子は赤血球特異的転写因子としてクローニングされたが,こ
 れまでにそのDNA結合領域に相同性を共有する転写因子群を形成していることが明らかになり,
 GATA-1からGATA-4までのGATA因子が報告されている。これら各GATA因子は限られた
 組織に発現し,細胞特異的遺伝子発現の制御に関与していると考えられている。このうちGAT
 A4,GATA-2mRNAの発現はこれまで造血細胞系列では赤芽球,巨核球,肥満細胞において認
 められている。しかし,これらの造血細胞に重複して発現している2っのGATA因子が各細胞
 系列特異的遺伝子の発現においてどのような機能分担をしているのかは明らかでない。そこで,
 本研究ではマウス肥満細胞をモデル系に選び,同細胞における両GATA因子の発現をmRNA
 および蛋白質レベルで分析して,肥満細胞の分化における両因子の機能分担について検討するこ
 ととした。
 ζ方法および結果盈
 実験には,マウス骨髄細胞をIL-3添加培地で長期培養することにより得られたマウス骨髄由
 来肥満細胞(BMMC)および3種類のマウス肥満細胞前駆細胞株(BNu-2c13,IC2,P8⊥5)お
 よびマウス脾臓切片,腹腔内肥満細胞を用いた。まず,用いた培養肥満細胞が肥満細胞系列にコ
 ミットした細胞であることをRNAプロット法およびRT-PCR法にて肥満細胞特異的遺伝子で
 あるmastcellcarboxypeptidaseA(MC-CPA)遺伝子およびhistidinedecarboxylase(HDC)
 遺伝子がこれらの細胞にて発現されていることで確認した。これら培養細胞におけるGATA4
 とGATA-2mRNAの発現をRNAプロット法で検討したところ,GATA-1mRNAはBMMCに
 おいて比較的強く発現されていたが,前駆細胞株においては非常に弱い発現しか認められなかっ
 た。これに対し,GATA-2mRNAはBMMCおよび3種類の前駆細胞株のすべてにおいて,そ
 の発現が強く認められた。次に,両蛋白の発現を抗マウスGATA4モノクローナル抗体および
 抗ニワトリGATA-2モノクローナル抗体を用いた免疫プロット法および免疫沈降法にて検討し
 た。その結果,GATA-1蛋白は培養前駆細胞株だけでなくmRNAの発現が比較的強く認められ
 たBMMCにおいても検出されなかったのに対し,GATA-2蛋白は前駆細胞株において強く発現
 していた。さらに,同じ特異抗体を用い両蛋白の発現を免疫染色法にて検討したところ,
 GATA-2抗体によるBMMCおよび前駆細胞株肥満細胞の免疫染色においては,核に限局する陽
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 性像が観察された。一方,GATA-1抗体を用いた免疫染色では免疫プロット法の結果と一致し
 BMMCおよび前駆細胞株の核に限局する陽性像は認められなかった。以上の結果より培養肥満
 細胞および前駆細胞株においてはGATA-2蛋白のみが発現されていることが明らかになった。
 さて,上述の解析からはinvivoでの肥満細胞がGATA-1蛋白を発現している可能性も否定
 できない。そこで,組織中での肥満細胞でのGATA-1蛋白の発現を免疫染色法にて検討するこ
 ととした。現在までに組織中の肥満細胞は粘膜型および結合組織型の2っの表現型を呈しこの2
 種類の肥満細胞は組織化学的にベルペリン染色にて区別できることが明らかになっている。組織
 中の肥満細胞におけるGATA-1蛋白の発現を,ベルペリン染色にて同定した脾臓中の粘膜型肥
 満細胞および腹腔内より採取した結合組織型肥満細胞の2種類の肥満細胞を用いて検討したとこ
 ろ,腹腔肥満細胞では核に限局する陽性像が認められ,脾臓中の肥満細胞では陽性細胞と陰性細
 胞とが認められた。しかし,腹腔肥満細胞の場合,陽性細胞での染色強度は赤血球,巨核球のそ
 れと比べ非常に弱いものであった。
 【結論】
 肥満細胞においては細胞特異的遺伝子であるMC-CPAやHDCなどの発現調節領域にGATA
 配列が存在することがすでに明らかになっている。今回の実験結果から前駆細胞の段階よりこれ
 ら肥満細胞特異的遺伝子の発現に機能しているのはGATA-1ではなくGATA-2であると結論さ
 れた。一方,組織中の肥満細胞においては,表現型にかかわらず抗GATA-1抗体を用いた免疫
 染色法にて核が染色される肥満細胞が認められたので,肥満細胞のある特別な分化段階において
 はGATA-1が発現し機能している可能性も残されている。
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 審査結果の要旨
 GATA因子は,グロビンをはじめとする赤血球特異的遺伝子の転写調節領域に共通してみら
 れる(A/T)GATA(A/G)という特異的塩基配列を認識し,結合する赤血球特異的転写因子と
 して見いだされた。GATA因子は転写因子群を形成していることが明らかになっているが,各
 GATA因子は限られた組織に発現しており,組織特異的遺伝子の発現に機能していると考えら
 れている。このうち赤血球特異的転写因子として最初に見いだされたGATA-1は,その後赤血
 球だけでなく,肥満細胞や巨核球にも発現していることが報告されているが,この2っの血球系
 における機能については明らかになっていない。さらに赤血球,肥満細胞,巨核球には同じ
 GATA配列を認識するGATA-2も重複して発現しており,これら血球系での両GATA因子の機
 能分担についても不明である。各血球系列特異的遺伝子の発現を制御しているGATA因子を同
 定することは,これらの血球分化を検討する上で非常に重要であると考えられ,著者は特にマウ
 ス肥満細胞における両因子の発現を検討することで肥満細胞分化において機能しているGATA
 因子を明らかにすることを試みた。
 現在までGATA因子の発現はRNAレベルでのみしか検討されておらず,実際に蛋白質とし
 て翻訳され発現しているかは明らかではない。著者は本研究でRNAレベルだけでなく特異抗体
 を用いて蛋白質レベルでのGATA-1,GATA-2因子の発現を検討した。マウスにおいてはすで
 にIL-3添加長期培養で純粋な肥満細胞を得られることが明らかになっており,本研究ではこの
 骨髄由来肥満細胞と分化段階の異なる肥満細胞株を用いた。その結果これらの肥満細胞では
 GATA-1はRNAレベルでは発現していたものの蛋白質としては検出できなかったのに対し,
 GATA-2は蛋白質レベルでも発現しており,肥満細胞の分化に主として機能しているGATA因
 子はGATA-2であることがはじめて明らかになった。よって本研究は十分学位に価するものと
 認める。
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